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摘 　要 : 以金棚 1号番茄及其父、母本为试材 , 提取叶片 DNA , 优化构建了稳定的 RA PD反应体系。

从在番茄上多态性丰富的 100条随机引物中筛选获得 1条可用于鉴别母本和 F1 的引物 S130 , 2条可用于鉴

别父本和 F1 的引物 S296和 S114。将扩增所得到的差异条带进行克隆、测序 , 设计出 1 对 SCAR 引物

RF2 /FF2 , 能特异鉴别 F1 和母本。进一步建立了以干种子为试材检测金棚 1号番茄种子纯度的 SCAR标记

检测体系。
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Abstract: Selected from 100 arbitrary oligonucheotide p rimers, one p rimer could separate female par2
ent from F1 hybrid, and two p rimers could separate male parent from F1 hybrid. The band S130771 was se2
quenced and converted to SCAR marker to seperate female parent from F1 hybrid. It was used to test the

purity of‘J inpeng No11’ tomato hybrid w ith dry seed.
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金棚 1号番茄是目前国内日光温室、大棚等保护地栽培面积较大的一代杂种。其外部形态学

特征与母本有很高的相似性 , 常规的成株纯度检测 F1 种子的方法受检测人员的田间经验影响较

大。应用分子标记技术鉴定 F1 是否混有母本种子 , 比常规成株鉴定的准确度更高。在目前的几种

分子标记系统中 , RAPD标记技术是在杂种纯度鉴别上应用最广的一种分子标记技术 , 但其重复

性比较差。因此 , 本试验拟在研究番茄 DNA提取方法的基础上 , 以金棚 1号番茄及其父、母本为

材料 , 建立金棚 1号番茄种子纯度的 SCAR标记检测体系 , 并进一步以金棚 1号番茄干种子为试

材进行验证。这一体系的建立 , 为金棚 1号番茄种子的生产与销售提供了有效的检测方法 , 对推

动番茄产业化发展具有重要意义。
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1　材料与方法

111　供试材料

供试材料金棚 1号番茄及其亲本由西安金鹏种苗有限公司提供。2005年 8月 , 于西北农林科

技大学园艺学院重点实验室对种子进行温汤浸种处理后 , 置于设定好培养参数的人工气候箱中催

芽 , 出苗 , 长至 5～8片真叶后 , 移栽入西北农林科技大学园艺场的大棚中进行常规管理。

112　方法

11211　模板 DNA的提取 　叶片 DNA和种子 DNA提取均采用王飞等〔1〕的方法。

11212　RAPD反应体系的优化 　采用 25μL的反应体系 , 模板 DNA用量 20～80 ng, 2 ×dN TP

0105～0120 mmo l·L
- 1

, Taq酶 1 U。热循环参数为 94 ℃预变性 3～5 m in。退火温度为 34～

37 ℃。

11213　RAPD反应条件 　在 25μL的反应体系中含 Tris - HCl 10 mmol·L
- 1

, KCl 50 mmol·L
- 1

,

M gCl2 210 mmol·L - 1 , 2 ×dNTP 012 mmol·L - 1 , 引物 1μL, 模板 DNA 20 ng, Taq酶 1 U , 在反

应液上覆盖 20μL的矿物油 ; 94 ℃预变性 5 m in, 94 ℃变性 1 m in, 36 ℃退火 1 m in, 72 ℃延伸 2

m in的程序扩增 35个循环 , 最后 72 ℃延伸 10 m in。取 12μL扩增产物与 2μL 6 ×loading buffer混

匀 , 点入含 015μg·mL
- 1溴化乙锭 ( EB ) 的 110 %琼脂糖凝胶点样孔中 , 用 1 ×TAE缓冲液在 4

V·cm - 1电场强度下电泳 40 m in, 取出凝胶用凝胶成像仪观察电泳结果 , 并照相。

11214　RAPD引物多态性筛选 　以金棚 1号番茄及其父、母本筛选 RAPD 多态性引物 , 凡是在

父、母本中能扩增出特异条带的引物都可用于品种纯度鉴定 , 共筛选 100条随机引物。

11215　RAPD标记的回收、克隆及测序 　共回收克隆 1个片段 S130771 , 具体步骤参见文献 〔2〕。

11216　SCAR引物的设计 　根据 RAPD片段的测序结果 , 用 Primer510程序设计包含 RAPD引物的

SCAR引物序列。

11217　SCAR标记鉴别金鹏 1号番茄的品种纯度 　对金棚 1号番茄母本和 100粒 F1干种子逐粒提

取 DNA , 而后用 SCAR引物进行检测。在 25μL的反应体系中含 Tris - HCl 10 mmol·L
- 1

, KCl 50

mmol·L
- 1

, M gCl2 215 mmol·L
- 1

, 2 ×dNTP 012 mmol·L
- 1

, 引物 015μL, 模板 DNA 10 ng, Taq

酶 1 U , 在反应液上覆盖 20μL的矿物油 ; 热循环参数为 94 ℃预变性 5 m in, 94 ℃变性 1 m in,

50～60 ℃退火 1 m in, 72 ℃延伸 2 m in的程序扩增 30个循环 , 最后 72 ℃延伸 10 m in。取 12μL扩

增产物与 2μL 6 ×loading buffer混匀 , 点入含 015μg·mL
- 1

EB的 110 %琼脂糖凝胶点样孔中 ,

用 1 ×TA E缓冲液在 4 V·cm
- 1电场强度下电泳 40 m in, 取出凝胶用凝胶成像仪观察电泳结果 ,

并照相。

2　结果与分析

211　RAPD反应体系的稳定性

本试验中 , 利用几条引物验证 RAPD体系的稳定性 , 其中 S174、 S130、 S296和 S114引物反

复扩增验证达 20次左右 , 扩增图谱始终不变 , 说明反应体系有一定的可靠性和稳定性。平均每条

引物扩增条带 615条 , 这也反映本体系的扩增效率较高 (图 1～4)。

212　RAPD引物的多态性筛选

从 100条在番茄上多态性丰富的引物中 , 筛选出 3条特异 RA PD引物 , 通过扩增测序重复

验证。 S130771为父本和 F1 特有的 RA PD标记。由于父本和 F1 形态学差异很大 , 所以此标记可

特异鉴别母本和 F1 (图 2 ) 。 S296543、 S114943为母本和 F1 特有的 RA PD标记 , 此标记可特异鉴

别父本和 F1 (图 3、4 ) 。
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213　SCAR引物的设计、检测及验证

根据 S130771片段的测序结果 , 用 Primer510程序设计包含 RAPD引物的 SCAR引物序列。引物

设计好后 , 由北京鼎国生物技术公司合成。预期产物大小为 771 bp (表 1)。在退火温度为 56 ℃

的条件下 , 利用 SCAR引物 RF2 /FF2对金棚 1号番茄及父、母本的叶片和干种子 DNA进行扩增 ,

扩增结果如图 5所示。对金棚 1号番茄母本和 100粒 F1干种子 DNA进行扩增 ,其中有 15粒种子

表 1　SCAR标记的引物

引物 引物序列 产物所在区域

RF2 TGGAA GCTTG GACAA GTTAT 16～787 bp

FF2 GGAAG CTTGG TCATC TTGAG 16～787 bp

图 5　RAPD及 SCAR引物对亲本及 F1 D NA扩增结果

1—引物 S130对 F1 扩增结果 ; 2—引物 S130对父本扩增结果 ; 3—引物 S130对母本扩增结果 ; 4 , 7—引物 RF2 / FF2对 F1 扩

增结果 ; 5, 8—引物 RF2 /FF2对父本扩增结果 ; 6, 9—引物 RF2 /FF2对母本扩增结果 ; M—Marker DL2000。
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未扩增出条带。未扩增出条带的原因很多 , 但主要有三种情况 : 一是种子为母本自交产生的 ; 二

是种子为 F1干种子 , 但所提取 DNA有蛋白污染 , 质量不高 , 造成 PCR无法正常扩增 ; 三是种子

生活力较低 , 即使正常播种也无法长出植株。部分扩增结果见图 6。

图 6　SCAR引物 RF2 /FF2对母本和 F1 D NA的扩增结果

1—母本扩增结果 ; 2～5—F1扩增结果 ; M—Marker Ⅴ。

3　结论与讨论

以 SCAR标记 S130771对金棚 1号番茄进行品种纯度测定 , 在 100粒干种子中共检出 85粒有特

异条带。说明该方法有一定的可行性 , 为大规模应用研究奠定了基础。将 RAPD标记转化为 SCAR

标记 , 可使 PCR 分析简化 , 且使 RAPD 标记的特异性更稳定〔3 - 4〕。本试验获得的 SCAR 标记

S130771能稳定准确地鉴别母本和 F1 , 能够弥补田间检测的不足并最终取代田间检测 , 使解决金棚

1号番茄商业制种过程中母本假杂种的问题有了新进展。
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